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Inleiding 
Eind juni werd het RIKILT van diverse zijden benaderd naar aanleiding 
van een telex afkomstig van het EEG-directoraat 6. In deze telex werd 
aangekondigd dat in september een workshop georganiseerd werd betref-
fende een referentiemethode voor chloramfenicol-residuen in dierlijke 
produkt en. Het ging hier om een Radio Immune Assay (RIA) ont~o1ikkeld 
door het Bundesgesundheitsamt (BGA) in Berlijn (Prof. Somoyi, 
dr Arnold). Per land werden twee deskundigen uitgenodigd. Deze deskun-
digen moes ten verant~wordelijk zijn voor de referentielaboratoria in 
de EEG-lidstaten. Na ampel beraad (vakdirekties, RIVM) werd bes loten 
een vertegenwoordiger van RIKILT en RIVM (drs L. van Ginkel) af te 
vaardigen. Het ~o1as onduidelijk ~o1at de status van de voorgestelde me-
thode was en in welk kader binnen de EEG besloten was een RIA als r e-
ferentiemethode voor te dragen. Navraag (Dg- 6, Bendixen) leerde dat 
dit waarschijnlijk in een ~o1erkgroep "reference methods for veterinary 
drug residues" ~o1as gebeurd . Hierin zou voor Nederland prof. Ruiter 
(RUU) zitting hebben, in voorkomende gevallen vervangen door een van 
zijn mede~o1erkers (drs N. Haagsma ). Zowel binnen het RIVM als het 
RIKILT werd de keuze voor een RIA als refer entiemethode als verrassend 
en enigszins ongelukkig ervaren. Re ferentiemethoden dienen met name 
eenduidig te zijn en structuuridentificatie op te leve ren. 
Een RIA is een immunologische techniek gebaseerd op de interact ie an-
tigeen-antilichaam . 
Anti! ichame n worde n opge\<Tekt door een dier in te spuiten met aan eho1it 
gekoppeld chloramfenicol (CAP). De gevormde antilichamen \-lorden geiso-
leerd uit het bloed en opgezuiverd. Het is nu niet zo dat tegen êên 
s pecifieke verbinding ook êên specifiek soort antilichaam gevormd 
wordt. Het betreft veelal een hele populatie van antilichamen met een 
verschillende specificiteit. Ze kunnen derhalve ook koppe len met ver-
bindingen die in meer of mindere mate op de doelstof lijken (cross-
r eact iviteit) . Dit laatste bepaalt de specificiteit (en dus de kans op 
vals-positieve analyses) en de gevoeligheid van de immunologische re-
actie. Bij een RIA wordt radioactief-gelabeld chloramfenicol gebruikt 
als tracer waarmee de concentratie CAP in een monster vastgesteld kan 
\Wrden. 
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In zijn algemeenheid verloopt de analyse als volgt: 
1. CAP wordt uit een monster geäxtraheerd (vlees, melk, ei) . Het ex-
tract wordt opgezuiverd om storende componenten te venlijderen. 
2 . Aan dit gezuiverde extract wordt een bekende hoeveelheid antili-
chaam toegevoegd en bovendien een bekende hoeveelheid radio-gela-
beld CAP. Zowel radio-gelabeld CAP als gewoon CAP zullen koppelen 
met de (ondermaat) antilichamen. Ze gaan een competitie aan voor de 
beschikbare antilichamen. 
3. Het niet gebonden (vrij) CAP en radiolabel-CAP worden verwijderd en 
er resteert een oplossing met antilichaamgebonden-CAP en -radiola-
bel CAP. ALS veel CAP in het monster zat, is ook veel CAP gebonden 
en weinig radiolabel CAP. 
4. De hoeveelheid radio-label CAP lolürdt gemeten door de radioactivi-
teit in de eindoplossing indirect te meten. Hiertoe wordt een op-
lossing toegevoegd (scintillatie-vloeistof), welke o . i . v. radioac-
tieve straling lichtpulsen genereert. 
Deze pulsen worden gemeten in een scintillatieteller, waarna door 
berekening het CAP gehalte volgt. 
Een RIA is vaak zeer gevoelig, in meer of mindere mate specifiek 
maar vereist ook uitgebreide faciliteiten en getraind personeel, 
omdat met radioactiviteit gewerkt wordt . Dit laats te is een nadeel 
t.o .v. andere immunologische detectiemethoden (ELISA, DELFIA). 
De in de lolürkshop behandelde methode is uitgebreid beschreven in de 
literatuur en wordt in de Bondsrepubliek nu een paar jaar routine-
matig toegepast als screeningmethode voor CAP in vlees, melk en 
eieren . Het BGA in Berlijn heeft enige tienduizenden monsters on-
derzocht, waarbij de screeningslimiet op 0.2 ).lg/kg (0.2 ppb) ge-
steld is. 
Opze t van de lmrkshop 
Tweeäntlolintig deelnemers uit 11 EEG-lidstaten (excl. Luxemburg), Mn 
gast uit Hongarije en twee organisatoren (dr Arnold, dr Mallick) namen 
deel aan de workshop (zie deelnemerslijst Bijlage 1 . ) . Globaal is het 
programma gevolgd, zoals aangegeven in Bijlage 2. Na een orH!nterende 
theoretische introductie werden de deelnemers in groepjes van 2 aan 
he t werk gezet om 4 ei-, 4 vlees- en 8 melkmonsters te analyseren . Ie-
der groepje werkte onder begeleiding van de organisatoren of êên van 
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de analisten. Vervolgens werd veel aandacht besteed aan de onderlig-
gende theorie en berekeningsmethoden. Op de laatste dag ~~erd gediscus-
sieerd over de opzet van een ringonderzoek van de RIA-techniek en , tot 
ieders verbazing, van een HPLC-methode ~o1elke als tweede referentieme-
thode zou moeten dienen. Het zou hier een Frans-Nederlandse methode 
betreffen. 
In onderstaande worden de resultaten en karakteristieken van de RIAme-
thode en de discussies kort weergegeven. De technische resultaten wor-
den in Bijlage 3. becommentarieerd. 
Resultaten: 
Nits goed voorbereid kan de methode praktisch gezien goed uitgevoerd 
worden. Vereiste is ~~el, dat specifieke apparatuur aam~ezig is. Er be-
vinden zich twee kritische stappen in de procedure, welke tot vals po-
sitieven of ve rlaagde gevoeligheid aanleiding kunnen geven . Ondanks de 
uitvoerige begeleiding en precieze beschrijving van de methode bleek 
aan het eind van de ~wrkshop, dat de resultaten van de deelnemers zeer 
wisselend waren. Dit is niet verwonderlijk. Algemeen kan men stellen , 
dat een RIA-methode routinematig toegepast moet worden om betrouwbaar 
te zijn. Dit werd ook door dr Arnold naar voren gebracht. Hij gaf 
daarbij direct aan, dat naar zijn mening de RIA-methode uitermate ge-
schikt is als screeningstechniek en niet als referentie-methode om 
positieve monsters te bevestigen. Hiervoor leek hem een GC/NS of 
HPLC-NS of HPLC-Diode Array meer geschikt. 
De specificiteit van de methode lijkt goed onderzocht voor varken/-
rund/ei- en melkmonsters. Acyl-zijketen metabolieten kunnen storen. 
Kleine vergissingen in de twee kritische stappen in de procedure geven 
valspositieven. De methode is uitgebreid getoetst binnen het BGA en 
vergeleken met een alternatieve methode (GC/ECD). 
Het radiolabel is commercieel verkrijgbaar . Dit geldt niet voor het 
antilichaam, ~o1at evenwel bij het BGA gekocht kan ~>lorden . l~anneer ech-
ter routinematig de RIA toegepast zou ~~orden binnen de EEG-lidstaten , 
ontstaat binnen enige jaren een tekort en moet opnieuw antilichaam ge-
produceerd worden. Het probleem van de specificiteit/gevoeligheid komt 
dan weer naar boven. 
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De huidige methode zou, mits goed uitgevoerd, een screening op 0.2 ppb 
aankunnen. Dit is uiterst gevoelig en lijkt niet nodig gezien de resi-
du-toleranties, welke in een aantal landen (en ook binnen de EEG) 
voorgesteld worden. (10 ~g/kg). Op dit zeer lage niveau bestaan ook 
grote risico ' s van valspositieven t.g.v . contaminatie binnen het labo-
ratorium. 
Het is duidelijk, dat een aantal EEG-lidstaten (nog) niet in staat is 
een RIA uit te voeren. 
Tijdens de einddiscussie over de opzet van een ringonderzoek in melk, 
vlees en eieren kw·am naar voren, dat de meeste landen het niet verant-
woord achten binnen 6 maanden van start te gaan. Dan zou eerst melk en 
vervolgens vlees en eieren onderzocht worden . Dit betekent, dat het 
zeker 1-2 jaar duurt , voordat de RIA-methode binnen de EEG uitgetest 
is. 
Vastgesteld werd , dat in principe alle EEG-landen dienden te partici-
peren in een ringtest. De opzet van de test zelf zou volgens ISO 5725 
plaatsvinden . Over de interpretatie hiervan bestond geen overeenstem-
ming. Met name het aantal replicates per monster en het al dan niet 
toelaten van geringe modificaties van de verschillende ringtest deel-
nemers, stond ter discussie. Dr Arnold (BGA) was van mening , dat al-
leen het framewerk van de methode , incl. de kritische stappen vastge-
legd moesten worden . Dit om niet te star êën methode tot in de ko@na ' s 
te omschrijven . Anderen voelden de storingsgevoeligheid van en onbe-
kendheid met de RIA zo sterk, dat aangedrongen werd op een precieze 
vastlegging. Afgesproken werd, dat de deelnemers antilichaam en radio-
label mee naar huis zouden krijgen om te oefenen. Opmerkingen en reac-
ties zouden dan door het BGA getoetst worden en bekeken op hun waarde. 
In maart 1987 zou dan een oriänterende trial voor melk (1 ppb) opgezet 
\o~orden . 
Tijdens de laatste dag werd een vertrouwelijk concept HPLC voorschrift 
van dr Boisseau (in het Frans) uitgereikt. Dit was de binnen de 
EEG-werkgroep voorgestelde HPLC-referentiemethode. Tevens toonde 
dr Arnold de concept-publicatie van de HPLC-methode van drs N. Haagsma 
(VVDO, RUU), welke ook door de \olerkgroep ingebracht \olas vanuit Neder-
land . 
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De Franse methode bleek nog niet gepubliceerd te zijn en de bijgele-
verde gegevens staken erg schril af t . o.v. de gegevens van de RIA-re-
ferentiemethode . Het bleek de bedoeling, dat RIA en HPLC referentieme-
thoden gezamenli jk, op dezelfde monsters getest zouden worde n. De 
geclaimde gevoeligheid voor de HPLC-methode is 1 ppb voor melk en 2 
ppb voor vlees. Het geheel lijkt echter wat mager voor een referentie-
methode. Er zit geen enkele structuurbevestiging in de procedure inge-
bakken . Recentelijk is binnen het RIKILT een HPLC-methode voor CAP 
ontwikkeld, waarmee vleesmonsters en melkmonsters op 1-2 ppb niveau 
kunnen \<lOrden gescreend en bevestigd m.b.v. Diode Array UV/Vis detec-
tie op 10 ppb niveau. Deze methode is gepubliceerd en reeds 1 1/2 jaar 
routinematig in gebruik, onder meer voor het VREK-programma. Binnen de 
Overleggroep Residue Analyse ORA is deze methode uit andere methoden 
gekozen om in NL te ringtesten. Het lijkt daarom betreurenswaardig, 
dat een andere methode (n.b. niet verkozen door de ORA) binnen de 
EEG-werkgroep is ingebracht. 
Nog racentelijker is in Nederland onderzoek gedaan naar de toepassing 
van immunologische quick-card technieken bij de residue-analyse van 
CAP (RVV-6, RIKILT) . Een combinatie hiervan met de HPLC-Diode Array 
methode zou m. i . een zeer krachtige referentiemethode op kunnen leve-
ren. Andere EEG-deelnemers ondersteunden de mogelijkheden van dit 
systeem . 
Conclusies/Aanbevelingen 
1. De RIA-methode blijkt goed toepasbaar mit s routinematig toegepast 
door een ervaren RIA-lab. Als screeningsmethode lijkt ze zeer ge-
schikt, waarbij de gevoeligheid aangepast moet worden aan vast te 
stellen residue-toleranties . 
2. Als referentiemethode (bevestigen van positieve monsters) is de 
toepassing veel problematischer. Het onregelmatig opstarten van de 
procedure komt de betrouwbaarheid niet ten goede. 
3. De verkrijgbaarheid van de reagentia is niet optimaal gewaarborgd . 
Naast het BGA moet minstens een tweede leverancier van antiserum 
gevonden worden . 
4. Het zal zeker 1-2 jr . duren, voordat deze methode binnen alle EEG-
landen ingepast en getest kan worden. 
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5. De radio-immuno assay stelt hogere eisen aan apparatuur en kto/ali-
teit van het personeel vergeleken met andere immunochemische tech-
nieken (ELISA, DELFIA). De storingsgevoeligheid lijkt minder. 
6. De voorgestelde tweede referentiemethode (HPLC-Frankrijk) geeft 
geen structuurconfirmatie en lijkt niet erg sterk onderbouwd . Ver-
gelijking met de in NL voorgestelde methode binnen de ORA (RIKILT, 
HPLC-Diode Array) kan dit duidelijk maken. 
7. De besluitvorming binnen de EEG-Io/erkgroep "reference methods for 
antiblotics and chemotherapeutics'', dient onder de loep te worden 
genomen om verrassingen binnen de referentie instituten RIKILT en 
RIVH te voorkomen. 
Er is nu een RIA referentiemethode voorgesteld waar de ontto/ikke-
laars zelf niet erg gelukkig mee zijn en een HPLC-methode, welke 
marginaal onderbouwd lijkt en de voortgang van in NL gepland ring-
onderzoek belemmert . 
De Nederlandse inbreng zou beter gestructureerd moeten worden . 
8 . Op korte termijn dient binnen het RIKILT de RIA voor CAP operatio-
neel gemaakt te worden en nader onderzoek plaats te vinden naar de 
combinatie HPLC-Diode Array-Quick Card voor bevestigingsonderzoek. 
Dit dient dan de EEG binnengebracht te worden . 
R8690 Ae/HH 
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Technische karakteristieken en details van de RIA-CAP 
Stabiliteit CAP-monsters: 
0 
Bijlage 3 . 
Alles wordt bij -85 C opgeslagen . Dan zijn de monsters meer dan 2 jr . 
0 
stabiel . Bij -20 C treedt een lichte ach teruitgang op . Geen ervaring 
met gevriesdroogd materiaal. Lever monsters geven slecht reproduceer-
o 
bare resultaten en worden bij -85 C of liquid -N bewaard . 
2 
Het radiolabel is >2 jr . stabiel . 
Stinkend vlees geeft soms analyseproblemen . 
Kritische stappen in de methode . 
Extractie 
- Onder mengen extractiemiddel toevoegen op de vortex of met een homo-
genizer . 
-Homogeen monster nemen (fijnhakken) . 
- Bij vl eesextractie nagaan of alles goed gemengd is ; anders bijroeren 
met glasstaaf . 
Centrifugeren 
- Zo hard mogelijk afcentrifugeren om een scherpe scheiding te krij-
gen . 
-Na centrifugeren decanteren op de balans (wegen ! ). 
- 1 ml afpipetteren en door terugwegen gewicht bepalen . 
-De rest van het extract verwerpen (is niet stabiel) . 
Vetverwijdering 
- Eerst hexaan toevoegen , daarna water. 
- Voor vl ees is het niet noodzakelijk, dat water toegevoegd wordt. 
- Het beste is horizontaal schudden . Liever niet vortexen i.v . m. emul-
sies . (10 min . schudden) 
- Kritisch : de hexaan inclusief tussenfase verwijderen met een pasteur 
aan de waters t raalpomp . Voorkomt valspositievent 
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EtoAc-extractie 
- H 0-verzadigde EtoAc geeft een kleiner eindextract . 
2 
-Extractie met schudapparaat (heeft hoge verdelingscoëff.) 
- Indampen het beste met speed-vac vacuumcentrifuge (Savant) of onder 
N 
2 
Antilichaam-antigeen reactie 
0 
- Zeer kritisch : alles bij 0 C zetten vóór de reactie . 
Dit kan in een teiltje in ijswater. 
- Het optimuun gebied van de concentratie range ligt tussen 40-400 pg 
in de assay (0.2-2 ppb) . 
-Er wordt alleen kwantitatief gemeten boven 150 pg (1 ppb), de detec-
tiegrens is ongeveer 40 pg ( 0.2 ppb). Voor kwantitatieve metingen 
moet dus het monster vaak verdund worden om in het lineaire gebied 
van de curve te komen ( 150 pg). 
- Het droge residue opnemen in 450 ~1 buffer bij gehalten rond 1 ppb . 
- Voor melk 50 ~1 van de bovenfase nemen en toevoegen 450 ~1 buffer. 
- Steeds in duplo 200 ~1 monster inzetten . 
- Antiserum het laatste inzetten en overnacht incuberen (in koelcel 
0 
0 C) . 
0 
- De actieve kool bij 0 C toevoegen anders wordt ook de gebonden-frac-
tie verwijderd. 
- De h1aliteit van de kool is zeer kritisch. (Norit A de beste) . 
- Een stock-oplossing is maanden stabiel . 
- Gebruik voor de kooloplossing een Eppendorf Multtpipette (model 
4780, 10 ~1-50 ml) . Het moet snel gebeuren . 
- Afdraaien bij 1500 rpm. 
- Decanteren tot de laatste druppel in een flesje met scintilla-
tievloeistof. 
- 20 standaarden in enkelvoud meenemen. 
- 2 non-specific binding: zeer hoge (CAP] +antiserum+ radioligand . 
- 2 total reactivity vials: radioligand + scintillatievloeistof . 
Reagentia/apparatuur: 
- Geen goed disposable glaswerk te koop . 
- Geen silaan, water, alcohol behandeling. 
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- Eerst op het lab. afspoelen . 
- Zèër voorzichtig met contaminatie via hoge standaarden. 
- Radiolabel: kopen bij Amersham, of bij BGA. 
- Antiserum: bij BGA . 
- Zeer zuivere oplosmiddelen gebruiken . 
Berekening 
Als in het lineaire gebied gewerkt wordt, maakt het niet zo uit of een 
logit-log of een andere fitting (non- linear curve- fitting) gebruikt 
wordt . 
Andere matrices: er kan direct 200 ~1 plasma, speeksel , gal ingezet 
'~orden. 
- Het BGA bepaalt bij elk experiment de schijnbare affiniteitsconstan-
10 10 
te . Als K)10 dan okè; (10 dan experiment verwerpen . 
- Specificiteit van de RIA is uitstekend voor CAP en z!jketen-(acyl) 
metabolieten. Goed voor varken/rund/melk/ei. Andere species uitzoe-
ken . 
- Er wordt geteld totdat de telfout (2% is of korter dan 9 minuten: 
200 
N 
(2% 
N = counts/0.1 minuut 
- Als de H (quench-factor*) voor alle monster ongeveer gelijk is kun-
nen CPM' s i.p .v . D. P.M. ' s uitgezet worden in de curve. Als H van de 
standaarden anders is dan van de monsters dan eerst omrekenen . 
- Stel CAP-activiteit = 67 Ci/rnmol 
10 12 
1 Ci = 3.7.10 bequerel = 2.22.10 dprn . 
1 Mol = 323.1 gr. 
aantal dprn/pg CAP 
Counting effic. bepalen via standaarden met bekende activiteit te 
verkrijgen bij b.v. Beckman. 
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- De quench (H ) '~ordt bepaald door de positie van het buigpunt van de 
comptonrug van een externe y- bron t e bepalen in aan- en afwezigheid 
van het mee tmonster. 
* meting met een Beekman scintillatieteller. 
R8 690 Ae/MM 
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EEC=~~~~sh~Q_~Qh!~~am~enicol-RIA" 
(Preliminary Program) 
Monday, September 15 
10.00 am 
afternoon 
Tuesday, September 16 
09.00 am 
afternoon 
Wednesday, September 17 
09.00 am 
afternoon 
Thursday, September 18 
09 . 00 am 
afternoon 
Indroduction 
Welcome of Participants 
Miscellaneous 
Indroduction to the 
Chloramphenicol-RIA 
Sample Clean-up 
(Meat, Eggs, Milk) 
Sample Clean-up and 
Antibody-Antigen Reaction 
Separation of Antibody-Antigen 
Complex and Scintillation-
Counting 
Characteristics of the 
Chloramphenicol-RIA 
Calculation of Results 
Discussion of Results 
Discussion of Methods for the 
Calculation of RIA-Results 
- 2 -
Friday, September 19 
09.00 am 
afternoon 
14.00 
- 2 -
Organization of an EEG 
Interlaboratory Validatien 
of the Proposed Chloramphe-
nicol Heferenee Methods 
End of the Workshop 
